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チューイングは中脳中心灰白質におけるストレス誘発性     
pERK免疫陽性細胞数の増加を抑制する 
 Chewing suppresses the stress-induced increase in the number 



















Extracellular Signal-regulated Kinase (pERK) を指標とし、拘束ストレス下に
おけるチューイングの影響について検討した。 
 ラットに拘束ストレスを与えると、中脳中心灰白質において pERK 免疫陽性
細胞の数が増加した。中脳中心灰白質の 4 つに細分化された領域の中では、中
脳中心灰白質の背外側部と腹外側部において顕著に免疫陽性細胞の数が増加し
た。 拘束ストレス条件下でのチューイングはこれら 2 つの領域におけるスト



















トレスは、視床下部における神経型一酸化窒素合成酵素 (neuronal nitric oxide 


















 本研究では、MAP キナーゼ ( Mitogen-activated Protein Kinase) の一つで




























ビタールナトリウム(35 mg/kg i.p., Wako Pure Chemical Industries Ltd., 大阪, 
日本)で深く麻酔し、0.9%NaCl で経心的に灌流、その後、4%パラホルムアルデ
ヒド、0.2%ピクリン酸を含む 0.1M リン酸ナトリウム緩衝液(PB, pH 6.9)で灌流
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固定を行った。速やかに脳を摘出し、上丘の吻側 (G. Paxinos and C. Watson
のラット脳アトラスにおけるブレグマおおよそ-5.3mm)、および下丘の尾側(ブ
レグマおおよそ-8.7mm)で横断し、3 ブロックに分け、4℃で 1～2 日間、同じ固
定液で後固定を行った。PB で洗浄し、20%スクロース浸漬後、中央ブロック(中
脳)を凍結ミクロトームを用い厚さ 30μm のスライスを作成した。3 枚に 1 枚の
切片をすべて集め、フリーフローティング法を用いて免疫染色を行った。切片
は 0.9%NaCl を含む 0.1 M PB(pH7.4)で一晩洗浄し、1 次抗体として rabbit 
polyclonal antibody against phospho-p44/42 MAP kinase (ERK 1/2, lot 
number #9101, Cell Signaling Technology Inc., Denbers, MA, USA)を使用し
た。この抗体はリン酸化した ERK1、ERK2 を検出するが、非リン酸化型は検
出しない。抗体は希釈倍率 1:1,000 で 1% ウシアルブミン(BSA)と 0.3% Triton 
X-100 を含む PBS (PBS-BSAT)で希釈し、切片はこの溶液で 4℃、3 日間反応さ
せた。PBS にて洗浄後、2 次抗体(biotinylated goat anti-rabbit IgG; Vector 
Laboratories, Burlingame, CA, USA)にて希釈倍率 1:1,00でPBS-BSATに希釈、
室温で 1 時間反応させた。切片を再度 PBS で洗浄後、avidin-biotin-horseradish 
peroxidase complex (ABC; Vector Laboratories) を 希 釈 倍 率 1:200 で
PBS-BSAT に希釈、室温で 30 分反応させた。PBS で最終洗浄後、切片を 0.02% 
3, 3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) 、  0.005% hydrogen 
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peroxideを含む 0.05 M Tris-HCl バッファー(pH 7.4)で 5～10分間反応させた。
切片はチオニンで対照染色し、アルコールで脱水、キシロールで透徹しマリノ
ール(Muto Pure Chemicals, 東京、日本)で封入した。免疫陽性細胞の数はすべ
ての染色した切片(約 30 枚)を使い、顕微鏡倍率 100 倍(接眼レンズ 10 倍×対物
レンズ 10 倍)で観察しながらカウントした。中脳中心灰白質亜領域の境界線に
ついてはラット脳アトラスを参照した 22)。 
 統計分析は SPSS(Version 13.0)を用いて行った。一元配置分散分析は Tukey’s 














 コントロール群では、中脳中心灰白質の pERK 免疫陽性細胞は散在性であっ
た。中脳中心灰白質の 4 区画の中で、背外側部と腹外側部の中脳中心灰白質に
比較的多くの免疫陽性細胞が観察され (Fig. 1A, D)、外側部と背内側部には免疫
陽性細胞はわずかであった(Fig. 1G, J)。腹外側部の免疫陽性細胞は多く観察さ
れたにも関わらず、コントロール群の中脳中心灰白質の pERK 免疫陽性線維は
他の 3 区画を含めわずかしか観察されなかった(Fig. 1A, G, J)。 
 ストレスのみの群では、コントロール群と比較して、特に背外側部、腹外側



















拘束ストレスで免疫陽性神経の数が増加した (94 ± 9) 。この増加はコントロ
ール群と比較し 170%の増加率であった。そして、ストレス中のチューイングは
その増加を抑制した (38 ± 6 p<0.01)。この細胞数はコントロール群の背外側
部における免疫陽性細胞数と類似していた(35 ± 10)。このチューイングによる
抑制はストレス群と比較して 150%の減少率であった。また、拘束された動物の
腹外側部では、免疫陽性細胞数は 189 ± 6 であり、この増加はコントロール群
と比較して 130%の増加率であった。ストレス下でのチューイングは動物あたり


































































素合成酵素 (nNOS) の mRNA 発現は拘束により視床下部で増加するが、拘束
中のチューイングはその増加を抑制する 3)。同様に拘束ストレスは視床下部で







 MAP キナーゼ (mitogen-activated protein kinases) の中でも、リン酸化し
た ERK (Extracellular Signal-regulated Kinase) (pERK) は、成長因子、ホル
モン、神経伝達物質、そしてカルシウムイオン流入のような様々な細胞外シグ














42)。拘束ストレスは視床下部室傍核で 15 分後のピークをもって pERK 免疫陽性
細胞数を増加させる 4)。本研究においても 15 分ですでに中脳中心灰白質の












































































1) H. Anisman, Z. Merali, snd S. Hayley, “Neurotransmitter, peptide, and 
cytokine processes in relation to depressive disorder: comorbidity between 
depression and neurodegenerative disorders”, Progress in Neurobiology, vol. 
85, no. 1, pp. 1-75, 2008. 
 
2) N. Hori, N. Yuyama, K. Tamura, “Biting suppresses stress-induced 
expression of corticotrophin-releasing factor (CRF) in the rat hypothalamus,” 
Journal of Dental Research, vol. 83, no. 2, pp. 124-128, 2004. 
 
3) N. Hori, M. C. Lee, K. Sasaguri, et al., “Suppression of stress-induced 
nNOS expression in the rat hypothalamus by biting,” Journal of Dental 
Research, vol. 84, no. 7, pp. 624-628, 2005. 
 
4) K. Sasaguri, M. Kikuchi, N. Hori, N. Yuyama, M. Onozuka, and S. Sato, 
“Suppression of stress immobilization-induced phosphorylation of ERK 1/2 
by biting in the rat hypothalamic paraventricular nucleus,” Neuroscience 
Letters, vol. 383, no. 1-2, pp. 160-164, 2005. 
 
5) K. Sasaguri, G. Yoshikawa, K. Yamada, S. Miyake, K. Kubo, and T. 
Yamamoto, “Combination of chewing and stress up-regulates hippocampal 
glucocorticoid receptor in contrast to the increase of mineralocorticoid 
receptor under stress only,” Neuroscience Letters, vol. 519, no. 1, pp. 20-25, 
2012.  
 
6) Y. Ono, T. Kataoka, S. Miyake, et al., “Chewing ameliorates stress-induced 
suppression of hippocampal long-term potentiation,” Neuroscience, vol. 154, 
no. 4, pp. 1352-1359, 2008. 
 
7) R. Bandler and K. Keay, “Columnar organization in the midbrain 
periaqueductal gray and the integration of emotional expression,” Progress 
in Brain Research, vol. 107, pp. 285-300, 1996. 
 
8) R. Bandler, A. Depaulis, and M. Vergnes, “Identification of midbrain 
neurons mediating defensive behavior in the rat by microinjections of 
18 
 
excitatory amino acids,” Behavioral Brain Research, vol. 15, no. 2, pp. 
107-119, 1985. 
 
9) P. Carrive, J. Lee, and A. Su, “Lidocaine blockade of amygdala output in 
fear-conditioned rats reduces Fos expression in the ventrolateral 
periaqueductal gray,” Neuroscience, vol. 95, no. 4, pp. 1071-1080, 2000. 
 
10) J. LeDoux, “Fear and the brain: where we been, and where are we going?,” 
Biological Psychiatry, vol. 44, no. 12, pp. 1229-1238, 1998. 
 
11) M. A. Oliveira and W. A. Prado, “Role of PAG in the antinociception 
evoked from the medial or central amygdale in rats,” Brain Research 
Bulletin, vol. 54, no. 1, pp. 55-63, 2001. 
 
12) M. Millan, “Descending control of pain,” Progress in Neurobiology, vol. 66, 
no. 6, pp. 355-474, 2002. 
 
13) F. J. Helmstetter and J. Landeira-Fernandez, “Conditional hypoalgesia is 
attenuated by Naltrexone applied to the periaqueductal gray,” Brain 
Research, vol. 537, no. 1-2, pp. 88-92, 1990. 
 
14) R. Bandler, K. A. Keay, N. Floyd, and J. Price, “Central circuits mediating 
patterned autonomic activity during active vs. passive emotional coping,” 
Brain Research Bulletin, vol. 53, no. 1, pp. 95-104, 2000. 
 
15) A. Depaulis, K. A. Keay, and R. Bandler, “Quiescence and hyperactivity 
evoked by activation of cell bodies in the ventrolateral periaqueductal gray of 
the rat,” Experimental Brain Research, vol. 99, no. 1, pp. 75-83, 1994. 
 
16) S. McMullan and B. M. Lumb, “Midbrain control of spinal nociception 
discriminates between responses evoked by myelinated and unmyelinated 
heat nociceptors in the rat,” Pain, vol. 124, no. 1-2, pp. 59-68, 2006. 
 
17) A. J. Waters and B. M. Lumb, “Descending conrol of spinal nociception 
from the periaqueductal grey distinguishes between neurons with and 




18) A. Haghparast, L. Ahmad-Molaei, “Effects of electrolytic lesion of 
dorsolateral periaqueductal gray on analgesic response of morphine 
microinjected into the nucleus cuneiformins in rat,” Neuroscience Letters, 
vol. 451, no. 2, pp. 165-169, 2009. 
 
19) C. R. Houser, N. Zhang, Z. Peng, C. S. Huang, and Y. Cetina, 
“Neuroanatomical clues to altered neuronal activity in epilepsy: from 
ultrastructure to signaling pathways of dentate granule cells,” Epilepsia, vol. 
53, suppl. 1, pp. 67-77, 2012. 
 
20) R.-R. Ji, R. W. Gereau IV, M. Malcangio, and G. R. Strichartz, “MAP 
kinase and pain,” Brain Research Reviews, vol. 60, no. 1, pp. 135-148, 2009. 
 
21) K. Yamada, H. Park, S. Sato, M. Onozuka, K. Kubo, T. Yamamoto, 
“Dynorphin-A immunoreactive terminals on the neuronal somata of rat 
mesencephalic trigeminal nucleus,” Neuroscience Letters, vol. 438, no. 2, pp. 
150-154, 2008. 
 
22) G. Paxinos and C. Watson, “The rat brain in stereotaxic coordinates,” 
Academic Press, New York, NY, 2007. 
 
23) T. S. Gray, D. J. Magnuson, “Galanin-like immunoreactivity within 
amygdaloid and hypothalamic neurons that project to the midbrain central 
grey in rat”, Neuroscience Letters, 83 no. 3, pp. 264-268, 1987 
 
24) T. S. Gray, D. J. Magnuson, “Peptide immunoreactive neurons in the 
amygdala and the bed nucleus of the stria terminalis project to the midbrain 
central gray in the rat”, Peptides, vol.13, no.3, pp. 451-560, 1992 
 
25) A. J. Beitz, “The organization of afferent projections to the midbrain 
periaqueductal gray of the rat”, Neuroscience, vol. 7, no.1, pp. 133-159, 1982 
 
26) S. K. Suckow, E. L. Deichsel, S. L. Ingram, M. M.Morgan, S. A. Aicher, 
“Columnar distribution of catecholaminergic neurons in the ventrolateral 
periaqueductal gray and their relationship to efferent pathways”, Synapse, 
20 
 
vol. 67, no.2, pp. 94-108, 2013   
 
27) K. A. Keay and R. Bandler, “Distinct central representations of 
inescapable and escapable pain: observations and speculation,” 
Experimental Physiology, vol. 87.2, no. 2, pp. 275-279, 2002. 
 
28) A. Depaulis, K. A. Keay, and R. Bandler, “Longitudinal neuronal 
organization of defensive reactions in the midbrain periaqueductal gray 
region in the rat,” Experimental Brain Research, vol. 90, no. 2, pp. 307-318, 
1992. 
 
29) T. A. Lovick, “The periaqueductal gray-rostral medulla connection in the 
defence reaction: efferent pathways and descending control mechanisms,” 
Behavioral Brain Research, vol. 58, no. 1-2, pp. 19-25, 1993. 
 
30) S. Maione, L. Berrino, J. Leyva, V. De Novellis, M. Pallotta, and F. Rossi, 
“Behavioural effects induced by microinjection of L-BOAA into the 
ventrolateral PAG matter of the mouse,” Pharmacological and Biochemical 
Behavior, vol. 50, no. 3, pp. 453-455, 1995. 
 
31) W. M. Olango, M. Roche, G. K. Ford, B. Harhen, and D. P. Finn, “The 
endocannabinoid system in the rat dorsolateral periaqueductal grey 
mediates fear-conditioned analgesia and controls fear expression in the 
presence of nociceptive tone,” British Journal of Pharmacology, vol. 165, no. 
8, pp. 2549-2560, 2012. 
 
32) E. Comoli, E. R. Ribeiro-Barbosa, N. S. Canteras, “Predatory hunting and 
exposure to a live predator induce opposite patterns of Fos immunoreactivity 
in the PAG,” Behavioural Brain Research, vol. 138, no. 1, pp. 17-28, 2003. 
 
33) G. Bader and G. Lavigne, “Sleep bruxism: an overview of an 
oromandibular sleep movement disorder,” Sleep Medicine Reviews, vol.4, no. 
1, pp. 27-43, 2000. 
 
34) R. Slavicek and S. Sato, “Bruxism-a function of the masticatory organ to 





35) T. Lee, J. Saruta, K. Sasaguri, S. Sato, and K. Tsukinoki, “Allowing 
animals to bite reverses the effects of immobilization stress on hippocampal 
neurotrophin expression,” Brain Research, vol. 1195, pp. 43-49, 2008. 
 
36) J. D. Graves and E. G. Krebs, “Protein phosphrylation and signal 
transduction,” Pharmacology and Therapeutics, vol. 82, no. 2-3, pp. 111-121, 
1999. 
 
37) M. H. Cobb, “MAP kinase pathways,” Progress in Biophysiology and 
Molecular Biology, vol. 71, no. 3-4, pp. 479-500, 1999. 
 
38) J. S. Gutkind, “The pathways connecting G protein-coupled receptors to 
the nucleus through divergent mitogen-activated protein kinase cascades,” 
Journal of Biological Chemistry, vol. 273, no. 4 pp. 1839-1842, 1998. 
 
39) K. Fukunaga and E. Miyamoto, “Role of MAP kibnase in neurons,” 
Molecular Neurobiology, vol. 16, no. 1, pp. 79-95, 1998. 
 
40) J. Schlessinger, “Cell signaling by receptor tyrosine kinases,” Cell, vol. 
103, no. 2, pp. 211-225, 2000. 
 
41) J. Curtis, S. Finkbeiner, “Sending signals from the synapse to the 
nucleus: possible roles for CaMK, Ras/ERK, and SAPK pathways in the 
regulation of synaptic plasticity and neuronal growth,” Journal of 
Neuroscience Research, vol. 58, no. 1, pp. 88-95, 1999. 
 
42) Z. Xia, H. Dudek, C. K. Miranti, and M. E. Greenberg, “Calcium influx 
via the NMDA receptor induces immediate early gene transcription by a 
MAP kinase/ERK-dependent mechanism,” Journal of Neuroscience, vol. 16, 
no. 17, pp. 5425-5436, 1996. 
 
43) C. Shen, Y. Tsimberg, C. Salvadore, and E. Meller, “Activation of Erk and 
JNK MAPK pathways by acute swim stress in rat brain regions,” BioMed 




44) M. –S. Kwon, Y. –J. Seo, E. –J. Shim, S. –S. Choi, J. –Y. Lee, and H. –W. 
Suh, “The effect of single or repeated restraint stress on several signal 
molecules in paraventricular nucleus, arcuate nucleus and locus coeruleus,” 
Neuroscience, vol. 142, no. 4, pp. 1281-1292, 2006. 
 
45) Y. Shimizu, S. Sugama, L. A. Degiorgio, B. P. Cho, and T. H. Joh, 
“Cell-type specific signal transduction and gene regulation via 
mitogen-activated protein kinase pathway in catecholaminergic neurons by 
retraint stress,” Neuroscience, vol. 129, no. 3, pp. 831-839, 2004. 
 
46) H. Imbe, S. Murakami, K. Okamoto, Y. Iwai-Liao, and E. Senba, “The 
effects of acute and chronic restraint stress on activation of ERK in the 
rostral ventromedial medulla and locus coeruleus,” Pain, vol. 112, no. 3,  pp. 
361-371, 2004. 
 
47) E. Meller, C. Shen, T. A. Nikolao, et al., “Region-specific effects of acute 
and repeated restraint stress on the phosphorylation of mitogen-activated 





Figure 1.  
中脳中心灰白質の背外側部(A, B, C)、腹外側部(D, E, F)、外側部(G,H,I)、背内
側部(J,K,L)の pERK 免疫陽性細胞を示す写真。コントロール群(A, D, G, J)、ス





Aq: aqueduct, 中脳水道; dlPAG: dorsolateral PAG, 背外側中脳中心灰白質; 
dmPAG,: dorsomedial PAG, 背内側中脳中心灰白質; lPAG: lateral PAG, 外側
中脳中心灰白質; vlPAG: ventrolateral PAG, 腹外側中脳中心灰白質。 
 
オリジナル倍率 100 倍; スケールバー＝100m. 
 
Figure 2. 
























Figure 1.  
中脳中心灰白質の背外側部(A, B, C)、腹外側部(D, E, F)、外側部(G,H,I)、背内側部(J,K,L)の
pERK 免疫陽性細胞を示す写真。コントロール群(A, D, G, J)、ストレスのみの群(B, E, H, K)、




Aq, aqueduct：中脳水道、dlPAG, dorsolateral PAG：背外側中脳中心灰白質、dmPAG, 







中脳中心灰白質のそれぞれの区画における pERK 免疫陽性細胞数。 
白カラムはコントロール群、グレーカラムはストレスのみの群、黒カラムはストレスチューイン
グ群を表す。 
カラム上の直線はそれぞれの標準偏差を示す。 
 
